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(54) Tide: APPLICATION OF SUPEROXIDE DISMUTASE IN LIPOSOMES 
(54) Beieichnung: APPLIKATION VON SOD IN LIPOSOMEN 
(57) Abstract 

Superoxide dismutase (SOD), preferably rhSOD, is used in liposomes, optionally mixed with hyaluronic acid and/or at least 
one physiologically acceptable carrier, and other optional additives, to prepare a pharmaceutical composition useful against increased 
concentrations of superoxide radicals and/or the damage caused thereby. These compositions can be administered topically, orally and/or 
parcnteraily to prevent and/or heal in particular bums, skin lesions due to radiation, inflammations, rheumatic and arthritic diseases, 
bronchitis. ARDS, emphysema, allergic oedcmas and other inflammatory process, possibly trigged by microbial infections. They may also 
be used in the cosmetic treatment of furuncles, acne and the like. Also disclosed is a process for improving the prescrvability of organic, 
preferably biogenic, materials, in particular organ transplants and liquids with organic components, as well as foodsmffs. by using the 
disclosed compositions. 

(57) Zusammenfossung 

Pic voriiegende Erfindung bczieht sich auf die Venvendung von Superoxid-Dismutase (SOD), vorzugsweisc rhSOD in Liposomcn, 
gegebenenfalls in Mischung mit Hyaluronsfturc und/oder mindestens einem physiologisch akzeptablen Trflger, sowie gegebenenfalls weiteren 
Zusaczen. fQr die Herstellung einer pharmazeutischen Zubereicung zur Anwendung gegen erhOhte Konzentrationen an.Superoxidradikalen 
und/oder dadurch venirsachte Sch^igungen. Die erfindungsgemasscn Zubercitungen sind prophylaktisch und/oder dierapeutisch durch 
ausserliche, orale und/oder parenterale Applilcation cinzusetzen. insbesondere bei Vert>rcnnungen und Strahlenschlldigungen der Haut, bei 
- gegebenenfalls durch mikrobicUe Infektionen ausgelftsien - Entzflndungen. rheumatischcn und arthritischen Erkrankungcn. Bronchitis. 
Schocklungc, Emphysem, allergischen Schwellungcn und sonstigen entzUndlichen Prozessen. sowie zur kosmctischen Behandlung von 
Furunkeln, Akne und dgl. Die Erfindung bezieht sich weilcrs auf ein Verfahren zur Verbesserung der Haltbarkeil von organischcn. 
vorzugsweisc biogenen. Material ien, insbesondere von Organnansplantaten und FlOssigkeiten mit organischen Komponenten, sowie von 
Lebensmitteln, unter Verwendung der erflndungsgem£lssen Zubereimngen. 
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Applikation von SOO in Liposomen 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Superoxid- 
Dismutase (SOD), vorzugsweise von rekombinanter humaner SOD in 
5 Liposomen, zur Herstellung pharmazeutischer Zubereitungen, gegebenenfalls in 
einer Mischung mit Hyalurons3ure und/oder mindestens einem physiologisch 
akzeptablen TrSger und/oder gegebenenfalls weiteren ZusStzen, zur 
therapeutischen und/oder prophylaktischen Anwendung gegen erhdhte 
Konzentrationen an Superoxidradikalen und/oder dadurch verursachte 
10 Schadigungen. 

Superoxidradikale sind ausserordentiich reaktive Zwischenformen des 
naturlichen Sauerstoffmolekuls und konnen durch diese Eigenschaft organische 
Verbindungen in den Zellen des menschlichen KSrpers irreversibel schadigen. 
15 Als Schutz vor der gefahrlichen Wirkung dieser Superoxid-Radikaie verfugen 
die Zellen uber ein Enzym, welches in der Lege ist, solche Superoxid-Radikaie 
rasch in das schneller metabolisierbare und wenigef giftige Wasserstoffperoxid 
{H2O2) umzuwandeln. 

(I) 2 [62]' + 2H+ ^ H2O2 + Og 

Im Anschluss daran wird normalerweise das noch immer giftige 
Wasserstoffperoxid durch das Enzym Katalase in die ungefahrlichen 
Bestandteile Wasser und Sauerstoff zerlegt. 

25 

Katalase 

(II) 2 H2O2 > 2 H2O + O2 

Das Enzym Superoxiddismutase (SOD) kommt sowohl im menschlichen und 
30 tierischen Korper als auch in Pflanzen und vermutlich alien Mikroorganismen 
vor, welche mit Luftsauerstoff direkt in Kontakt kommen (aerobe Bakterien 
und Pilze). In den Zellen hoherer Organismen (Eukaryonten) gibt es 
hauptsachlich zwei Typen dieser SOD: eine Mangan enthaltende SOD, die in 
den Mitochondrien lokalisiert jst und der bakteriellen SOD sehr ahnlich ist, und 
35 eine zweite, welche im Zytospl frei vorliegt und Kupfer- und Zinkatome 
enthalt. 
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Im nachfolgenden soil - soweit nicht anders erwShnt - unter dem Begriff SOD 
hauptsachlich Cu.Zn-SOD. ausgenommen jene aus Rinderblut-Erythrozyten, 
sowie bakterielle oder mitochondria le Mn-SOD und/oder Fe-SOD, sowie 
rekombinante humane Cu.Zn-SOD (rhSOD) verstanden warden. ' 

Superoxid-Dismutase ist unter dem Namen Orgotein bereits seit 1939 
bekannt, die Dismutase-AktivitSt wurde hingegen erst 1969 von McCord und 
Fridovich entdeckt und beschrieben. Ihre praktische Verwendung war in der 
Vergangenheit insbesondere durch die Kurzlebigkeit bzw. kurze biologische 
Verfugbarkeit des Proteins unter natCirlichen UmstSnden begrenzt. was sich 
natiirlich auf die Haufigkeit der Dosierintervalle, die zu wahlenden Therapie- 
Dosen und die damit verbundenen Kosten nachteilig auswirkt. 

Die meistuntersuchte und verwendete SOD war bislang die Cu,Zn-SOD aus 
Rinderblut-Erythrozyten. Nachdem in der klinisch-therapeutischen Anwendung 
von Rinderblut-SOD. vor allem gegen arthritische Beschwerden, schwere und 
z.T. sogar todliche Nebenwirkungen aufgetreten sind. wurden beispielsweise 
in Ostereich Praparate mit Rinderblut-SOD verboten. Einen Ausweg aus dieser 
Situation bietet vor allem die Herstellung von rekombinanter humaner SOD. 
20 wie beispielsweise in AT 397.812 {Polymun Scientific, 1994) beschrieben.' 

Urn die Kurzlebigkeit bzw. kurze biologische Verfiigbarkelt des Wirkstoffes 
SOD besser in den Griff zu bekommen. bietet sich unter anderem die 
inkorporation von SOD-Molekiilen in Liposomen an (Senga et al. 1990. 
25 Transplant. Proc. 22:2025). 

Bereits die ersten Einsatzversuche betrafen die Behandlung von Entzundungen 
und entzundlichen Vorgangen an der Haut. Jedoch wird in der Literatur 
zwischenzeitlich auch von EinsStzen bei Osteoarthritis und rheumatischer 

30 Arthritis berichtet (Hartmann et al. 1986. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 

83:7142; Bannister et al. 1987. Critical Rev.Biochem. 22:1 11). Auch wird - 
speziell im Bereich der Medizin - berichtet. dass SOD die Lagerfahigkeit von 
Organen zum Zwecke einer spSteren Transplantation (Olson et al. 1988. 
Transplant.Proc. 20:961) verbessern soil, und auch ein Einsatz zur 

35 Nahrungsmittel-Konservierung wird bereits erwflhnt (WO 85/01503). 



PrimSres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, pharmazeutische 
Zubereitungen zur Verfiigung zu stellen urn SOD, vorzugsweise rhSOD 
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eingeschlossen in schutzenden Liposomenr schonend, effektiv und mit einer 
besseren Bioverfugbarkeit an die zu behandelnden Stellen des Korpers 
heranzubringen. Insbesondere ist es den Erfindern gelungen, trotz eines noch 
immer bestehenden allgemeinen Vorurteils der Fachwelt, liposomal verpackte 
5. SOD erfolgreich bei Verbrennungen und Verbruhungen sowie bei 

Strahlenschadigungen, hervorgerufen beispielsweise durch UV-Strahlen oder 
ionisierende Strahlen, einzusetzen, insbesondere durch ausserliche 
Anwendung. Im Falle der Strahlenexposition ist neben dem therapeutischen 
Einsatz auch etne prophylaktische Anwendung, beispielsweise zusammen mit 
10 einem strahlenfilternden oder strahlenabsorbierenden Schutzmittel. moglich. 

Ein weiteres Ziel ist es, eine pharmazeutische Zubereitung auf Basis SOD in 
Liposomen zur Verfugung zu stellen, die die genannten Nachteile des Standes 
der Technik Qberwindet und damit zusStzliche Anwendungsgebiete, 
15 insbesondere im Bereich der Kosmetik, erSffnet. 

Ebenso ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, SOD, vorzugsweise rhSOD 
eingeschlossen in schutzenden Liposomen, schonend, effektiv und mit einer 
besseren Haltbarkeit sowie linger anhaltender Wirkung an die zu 
20 behandelnden organischen Materialien, beispielsweise pflanzliche oder 

tierische Gewebe, Organe, Organ- oder Gewebetransplantate, kosmetische 
Praparate auf organischer Basis und/oder Lebensmittel heranzubringen. 

Ein besonderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Nutzung des 
25 synergistischen Effektes einer Mischung von HyaluronsSure und SOD. 

Hyaluronsaure ist in der Fachwelt seit kurzem auch fur ihre 'Radikalf anger- 
Eigenschaften" bekannt, und ihr Einsatz in der Wundbehandlung ist wiederholt 
beschrieben worden (Amgen, WO 9214480, 1992). Auch die Verwendung 
von Hyaluronsaure zusammen mit Colony Stimulating Factor (CSF) oder 
30 Platelet Derived Growth Factor (PDGF) zur Beschleunigung der Wundheilung 
wurde in der Literatur beschrieben (Zymogenetics, US 5128321, 1992), 
ebenso wie Hyaluronsaure als Zusatz in Kosmetika und pharmazeutischen 
Praparaten (Shiseido, WO 9104279, 1991). 

Bislang nicht beschrieben ist hingegen - erstaunlicherweise - eine Kombination 
35 von Hyaluronsaure und SOD, insbesondere eine Mischung von Hyaluronsaure 
und liposomal inkorporierter SOD. Inwieweit hier ein Vorureil der Fachwelt 
besteht oder bestanden hat, kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht 
hinreichend beurteilt werden. Jedenfalls hat sich im Zuge der Experimente, die 
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schliesslich zur vorliegenden Erfindung gefiihrt haben. uberraschend 
herausgestellt. dass Hyaluronsaure in fast idealer Weise die Wirkung von SOD, 
auch von liposomal inkorporierter SOD. unterstutzt und verstarkt. 

Verbrennungen und Verbriihungen und/oder eine gesundheitsschadigende 
Dosis an ionisierender oder UV-Strahlung induzieren unter anderem eine 
kaskadenahnlich ablaufende Reaktion, die beispielsweise fiir das 
"Nachbrennen- { = Zunahme der nekrotischen Schadigung) in der 2. und vor 
allem 3. Dimension verantwortlich ist. Das Problem in der herk6mmlichen 
Sofortbehandlung von Brandwunden und Strahlenschflden besteht in der Praxis 
darin. dass es bisher ausser der Kaltwasser-Soforttherapie kein lokal 
anwendbares Mittel gibt. das man als Soforttherapeutlkum zur Unterdruckung 
von Nachbrenn-Phanomenen einsetzen konnte. Von fetthaltigen oder fettfreien 
Brandsalben oder -gelen ist in dleser Richtung kein vorteilhafter, heilender 
15 Effekt bekannt Oder zur Zeit zu erwarten. 

Es ist daher mehr als erstaunhch, dass SOD in Liposomen bislang zur lokalen. 
ausserlichen Sofort-Wundbehandiung - ausser in Form von Injektionen direkt in " 
die Wunde - weder in der Tiermedizin noch in der Humanmedizin eingesetzt 
wird. zumal SOD in Liposomen bereits seit mehr als 5 Jahren bekannt ist 
20 (J03101626, 1989). 

Es wird in der Literatur allerdings auch beschrieben, dass die Verwendung von 
SOD zur UnterstQtzung der Wundheilung bzw. des Oberlebens von Balb/c 
Mausen mit Verbrennungen und kunstlich erzeugter Infektion, keinen 
25 signifikanten Heilerfolg erzielen konnte (Fang et al.. The Journal of Trauma, 
Vol.30. No.4 :453-456, 1990). 

Trotz dleser Nachteile des Standes der Technik und dem moglichen Vorurteil 
der Fachwelt gegeniiber liposomal dargebotenen Wirkstoffen zur topischen, 
30 insbesondere ausserlichen, Anwendung am Korper bzw. an der 

Korperoberflache, ist es den Erfindern dank ihren erfinderischen Annahmen in 
unerwarteter Weise gelungen. SOD in Liposomen erfolgreich gegen thermische 
und strahleninduzierte Haut- und Gewebeschadigungen einzusetzen. 

35 Folgende Oberlegungen spielten dabei eine Rolle: durch das Trauma selbst, 
auch im Falle des intensiven Sonnenbrandes, fSllt die Barriere der Hornschicht 
mehrheitlich oder soger vollig weg, d.h. vor der Entwicklung einer 
Odemformation bestunde die Chance zur optimalen Wirkstoffentfaltung in 
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Richtung Lederhaut und subcutan unter das Corium, insbesondere im Falle 
einer fruhzeitigen Applikation von SOD, vorzugsweise rhSOD, in Liposomen, 

Der uberraschende Erfolg bei der Susserlichen topischen Behandlung der 
5 erwahnten Gewebeschadigungen ist vermutlich waiters darauf 

zuruckzufuhren, dass durch die Gewebeverletzung verstSrkt Makrophagen 
gebildet warden, welche im Zuge ihrer immunologischen Schutzfunktion 
(Infektionsabwehr, Beseitigung von Zellbruchstucken) mit den Liposomen in 
Kontakt treten, deren Ltpidschicht auflosen und dabei den inhalt - die SOD- 
10 Molekule - freisetzen, worauf diese wiederum ihre Superoxid abbauende und 
damit auch gewebeschtitzende AktivitSt entfalten kdnnen. 

Im Zuge der Experimente, die schliesslich zur vorliegenden Erfindung gefuhrt 
haben, konnte ausserdem uberraschend herausgefunden werden, dass dank 

15 des Einschlusses der SOD-Molekiile in Liposomen nicht nur deren Haltbarkeit 
und Bioverfugbarkeit verlSngert, sondern auch die zur Erreichung des 
gewunschten Effektes notige Konzentratioh an SOD - gegenuber SOD- 
Zubereitungen ohne Liposomen - um bis zu einem Faktor 10 reduziert werden 
konnte, ohne dabei Wirkungsverluste in Kauf nehmen zu miissen. Dariiber 

20 hinaus wird durch die liposomale Darreichungsform auch eine physiologisch 
gunstigere Dosierung des Wirkstoffes am Ort des Bedarfes erreicht, was sich 
naturlich auf die Menge und/oder HSuftgkeit der Dosierungen und die damit 
verbundenen Kosten sehr vorteilhaft auswirkt. Dieser vorteilhafte Effekt der 
physiologisch giinstigeren Dosierung liposomal inkorporierter SOD vor Ort 

25 kommt auch bei Entzundungen und entzundlichen Prozessen an der 
Korperoberflache und im inneren des Korpers, sowie bei Verfahren zur 
Verbesserung der Haltbarkeit organischer Materialien zum Tragen. 

Es gibt allerdings auch Vermutungen, dass moglicherweise nicht nur die 
30 direkte enzymatische Wirkung des SOD-Proteins fur den Heilerfolg 

ausschlaggebend ist. Es ist von anderen Enzymen, z.B. Cytochrom A, Histon, 
Lysozym, Ribonuclease, bekannt, dass sie beispielsweise in dimerisierter Form 
zusatzliche Eigenschaften aufweisen, die jene des Monomers betrSchtlich 
erweitern, wobei auf diese Weise das Wirkungsspektrum und der jeweilige 
35 Einsatzbereich der dimeren Proteine gegenuber den Monomeren in vorteilhafter 
Weise ausgedehnt wird (Bartholeyns and Zenebergh, Europ.J. Cancer, Vol.15, 
1979, 85-91). 
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Im Zuge des Einschliessens der SOD in die Liposomen gemfiss der 
vorliegenden Erfindung, wie etwa in Beispiel 1 beschrieben, lagert sich 
zumindest ein Teil der SOD-Molekule mit einem Molekulargewicht von ca. 
32000 Dalton zu Aggregaten von 2 oder 3 Molekulen zusammen. Es ist 
denkbar, wenngleich auch noch nicht nachgewiesen, dass durch diese 
Aggregate ein zusStzlicher vorteilhafter Effekt, beispielsweise in Hinblick auf 
eine verstSrkte Stimulation von Phagocytosa-AktivitSten, zum Tragen kommt. 

Bei Verwendung von HyaluronsSure in einer Mischung mit SOD, insbesondere 
rhSOD, mit Oder ohne Liposomen, hat sich iiberraschenderweise 
herausgestellt, dass sich ein synergistischer Effekt insoferne ergibt, als sich, 
insbesondere bei ausserlicher Anwendung, ein - im Vergleich zu einer SOD- 
behandelten Brandwunde ohne Hyaluronsaure - wesentlich glatteres und 
elastischeres Gewebe neu bildet. Dieser Effekt konnte auch im Falle von 
entziindeten Wunden an der Korperoberflfiche festgestellt werden. 
Hyaluronsaure dient dabei im Gemisch mit liposomaler SOD sowohl als 
synergistisch wirkender Radikalfanger als auch als-pharmazeutisch akzeptabler 
Tragerstoff. 

Im Rahmen der Experimente, welche der vorliegenden Erfindung zugrunde 
iiegen, hat sich ausserdem unerwarteterweise herausgestellt, dass sich bei 
Verwendung einer Zubereitung von Hyaluronsaure in einer Mischung mit SOD, 
insbesondere rhSOD in Liposomen, ein synergistischer Effekt insoferne ergibt, 
als eine im Vergleich zur SOD-Behandlung ohne Hyaluronsaure signifikant 
langere Haltbarkeit bzw. Wirkungsdauer der Zubereitung selbst und damit auch 
eine langere Haltbarkeit der behandelten Materialien resultiert; dieser Effekt 
zeigt sich insbesondere dann, wenn die SOD frei in der Zubereitung, d.h. nicht 
in Liposomen eingeschlossen, vorliegt. Sowohl SOD allein als auch 
Hyaluronsaure allein waren in dieser Hinsicht einer Mischung beider 
Komponenten deutlich unterlegen. 

Dieser synergistische Effekt einer Mischung von SOD und Hyaluronsaure wird 
moglicherweise dadurch begunstigt, dass die Hyaluronsaure sowohl die 
Phospholipdschichten der Liposomen und/oder die empfindlichen SOD-Molekule 
vor schadigenden, d.h. vornehmlich oxidierenden, Einfliissen von aussen 
schutzt, als auch nach Inaktivierung der SOD noch einen eigenen, wenn auch 
nur geringen, Beitrag zur Superoxidradikal-Beseitigung leistet. 
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Die vorliegende Erfindung enthSIt mehrere verschiedene Ausfuhrungsformen 
der Anwendung von SOD, insbesondere rhSOD in Liposomen, mit oder ohne 
HyaluronsSure und gegebenenfalls in Kombination mit TrSgerstoffen und/oder 
weiteren Zusatzen, fur die Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen 
5 gegen eine Reihe von Indikationen. 

Eine Ausfuhrungsform bzw. ein Merkmal der Erfindung bezieht sich auf die 
Verwendung von SOD, insbesondere von rekombinanter humaner SOD 
(rhSOD) in Liposomen, gegebenenfalls in einer Mischung mit Hyaluronsaure 
10 und/oder einem physiologisch akzeptablen TrSger sowie gegebenenfalls 

weiteren, fur galenische Formulierungen Ciblichen Zusatzen, zur Herstellung 
von pharmazeutischen Zubereitungen gegen Verbrennungen, Verbriihungen 
und Strahlenschadigungen, insbesondere solchen, die durch UV-Strahlen 
verursacht warden. 

15 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird z.B. in Liposomen 
inkorporierte rhSOD als keimfreies Wundgel formulrert, wobei der 
gegebenenfalls beigemischte Trager fettarm Oder fettf rei ist und aus der 
Gruppe der organischen und anorganischen Hydrogele stammt, und direkt auf 
20 die Brandwunde aufgetragen, Neben einer klinischen Anwendung fur Patienten 
mit zweit- und drittgradigen Verbrennungen, z.B. aus Unfallsituationen, kommt 
eine solche Formulierung insbesondere auch Personen zugute, welche sich 
beim Sonnenbaden am Wasser oder im Schnee grossfiSchige oder lokal 
begrenzte Sonnenbrande zugezogen haben. 

25 

Gerade bei Brandwunden hat es sich auch als besonders vorteilhaft erwiesen, 
wenn man die SOD-haltigen Liposomen, in flussiger Form durch Aufspriihen 
aus einer Spraydose oder Spruhflasche auf die verletzte Stelle aufbringt. Man 
vermeidet dadurch den direkten Kontakt der Wunde mit den Fingern oder 
30 einem sonstigen Hilfsmittel zur Auftragung, beispielsweise eines Gels, und 
reduziert damit die Gefahr einer zusatziichen Infektion. 

In einer anderen Ausfuhrungsform wird liposomal inkorporierte SOD, 
gegebenenfalls mit Hyaluronsaure und/oder weiteren Zusatzen, auf - 
35 vorzugsweise - sterile Wundpflaster und/oder Wundabdeckungen aufgebracht, 
um auf diese Weise ein rasch verfugbares und leicht handhabbares Mittel zur 
effektiven Behandlung und/oder Selbst-Behandlung, von kleineren und 
mittelgrossen Brandwunden bzw. Hautverbrennungen bereits am Ort des 
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Geschehens an der Hand zu haben. Der besondere Vorzug dieser 
Anwendungsform besteht in der einfachen Art und Weise der Anwendung, wie 
sie auch von medizinisch ungeschulten Personen sicher vorgenommen werden 
kann, beispielsweise von Eltern, deren Kind sich am Herd die Finger verbrannt 
5 Oder mit heissem Wasser verbruht hat. 

Eih besonderer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Venvendung von 
SOD, insbesondere rhSOD in Liposomen, zur Herstellung von Zubereitungen, 
die vor, wShrend Oder nach einer Strahlenexposition eingesetzt werden. FCir 

10 rein therapeutische Anwendungen, d.h. nach bereits erfolgter ubermassiger 
Strahlenbelastung, beispielsweise bei einem Sonnenbrand, empfiehit sich zur 
Milderung der Folgen der Strahleneinwirkung der Einsatz der 
erfindungsgemassen SOD-Zubereitungen, vorzugsweise rhSOD in Liposomen, 
gegebenenfalls in einer Mischung mit mindestens einem physiologisch 

15 akzeptablen Trflger und/oder HyaluronsSure, sowie gegebenenfalls weiteren 
Zusatzen, in Form von Emulsionen, Suspensionen, Ldsungen, Lotions Oder 
allenfalls niedrigviskosen Salben oder Gelen. 

Besonders vorteilhaft sind die Zubereitungen, welche mittels einer 
20 Spruhvorrichtung, beispielsweise einem Spray, auf die geschSdigten 

Hautpartien aufgebracht werden konnen. Einerseits wird dadurch der direkte 
Kontakt und damit eine mogliche Infektion der verletzten Haut mit 
moglicherweise unreinen Fingern oder sonstigen Hilfsmittein zur Auftragung 
der Zubereitung vermieden und andererseits erspart man sich dadurch eine 
25 . mehr oder weniger schmerzhafte Auftragung durch Verreiben beispielsweise 
eines h5herviskosen Gels. 

Zur prophylaktischen und gleichzeitg therapeutischen Anwendung vor und 
wahrend einer Strahlenexposition eignen sich vor allem jene 
30 erfindungsgemassen Zubereitungen, welche neben SOD und gegebenenfalls 
Hyaluronsaure auch noch mindestens ein strahlenfilterndes oder 
strahlenabsorbierendes Schutzmittel, vorzugsweise einen Lichtfilter oder UV- 
Absorber, insbesondere einen UVB-Filter, enthalten. ZusStzlich konnen auch 
noch weitere Substanzen, vor allem Hautpflegefaktoren, vorhanden sein. 

35 

Durch die Anwesenheit von SOD und gegebenfalls Hyaluronsflure neben 
ubiichen Lichtfilter-Substanzen kSnnen die unangenehmen Folgen eines 
Sonnenbrandes erheblich vermindert werden. Derartige prophylaktisch und 

BERIGHTiGTES SLVTT (RHGEL 91 ) 
ISAJEP 
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therapeutisch wirkende Sonnenschutzpraparate kSnnen vorteilhaft bei jeder 
Art des Sonnenbadens, ob am Strand, im Gebirge, auf See, auf der Schipiste 
Oder in einem Solarium, eingesetzt werden. Insbesondere Menschen mit 
empfindlicher Haut und jene Hauttypen, bei denen eine Hautbraunung durch 
5 UV-Strahlen nicht erfolgt, profitieren am meisten von dieser Anwendungsform 
der vorliegenden Erfindung. 

Eine andere Ausfuhrungsform bezieht sich auf die Herstellung von 
Zubereitungen zur therapeutischen und/oder prophylaktischen Anwendung bei 
10 akuten und chronischen Entzundungen und entziindlichen Prozessen, bei 
rheumatischen Erkrankungen, insbesondere bei rheumatischen 
GelenksentZLindungen und/oder Osteoarthritis, aber auch bei Entzundungen der 
Atemwege, insbesondere bei Bronchitis, Schocklunge (Acute Respiratory 
Distress Syndrome, ARDS), Emphysemen, und anderen 
15 Entzundungsvorgangen, erfolgreich anwendbar. Speziell fiir den Bereich 

kosmetischer Anwendungen zur prophylaktischen und/oder therapeutischen 
Behandlung von lokalen Entzundungen der Haut wie beispielsweise Furunkein 
Oder Akne, die bekanntermassen fur viele Menschen eine erhebliche 
kosmetische Beeintrachtigung darstellen,"er6ffnen sich dadurch 
20 vielversprechende Moglichkeiten. 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird z.B. in Liposomen 
inkorporierte rhSOD als steriles Wundgel formuliert, wobei der gegebenenfalls 
beigemischte Trager fettarm oder fettfrei ist und aus der Gruppe der 

25 organischen und anorganischen Hydrogele stammt, und direkt auf die 

entzundete Stelle aufgetragen. Ein fettarmer oder fettfreier TrSger ist vor 
allem bei offenen, entzundeten Wunden von Vorteil, da uberhOhte 
Lipidkonzentrationen im Wundbereich zur Entstehung von toxischen 
Abbauprodukten fuhren konnen. Hyaluronsaure ist in solchen Zubereitungen 

30 besonders vorteilhaft einsetzbar, entweder als alleiniger Trager oder in einer 
Mischung mit mindestens einem weiteren Trager der obigen Kategorie. 
Ausserdem konnen weitere geeignete Zusatze, wie sie beispielsweise fiir 
galenische Formulierungen ubiich sind, ebenfalls in den erfindungsgemassen 
Zubereitungen enthalten sein, 

35 

Gerade bei oberflachlichen Entzundungen hat es sich auch als besonders 
vorteilhaft erwiesen, wenn man die SOD-haltigen Liposomen in flussiger Form 
durch Aufspruhen aus einer Spraydose, Spriihflasche oder sonstigen 
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Spriihvorrichtung auf die enzOndete Stelie aufbringt. Man vermeidet dadurch 
den direkten Kontakt der Wunde mit den Fingern oder einem sonstigen 
Hilfsmittel 2ur Auftragung der Zubereitung und reduziert damit die Gefahr ein 
zusStzlichen Infektion. In bestimmten Fallen kann es aber auch von Vorteil 

5 sein, wenn mindestens eine der erfindungsgemassen Zubereitungen auf - 
gegebenenfalls sterile - Wundabdeckungen, beispielsweise Wundauflagen. 
Heftpf laster und derglelchen, aufgebracht wird. Solcherart praparierte 
Wundabdeckungen eignen sich gut fiir die einfache und rasche Behandlung, 
gegebenenfalls auch Selbstbehandlung, beispielsweise bei entzundeten 

0 Wunden und/oder rheumatischen Gelenksentziindungen. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird liposomal 
inkorporierte SOD, insbesondere rhSOD, zusammen mit Hyaluronsaure und 
gegebenenfalls mindestens einem zusatzlichen fettarmen oder fettfreien, 
Tragerstoff, insbesondere aus der Gruppe der organischen und anorganischen 
Hydrogele, und gegebenenfalls weiteren ZusMtzen, als Injektionslflsung 
formuliert und bei rheumatologischen und/oder orthopadischen Indikationen. 
beispielsweise rheumatischen Gelenksentzundungen oder Osteoarthritis, 
erfolgreich angewendet. 

Dabei kann die Injektion sowohi direkt in die betroffenen Gelenke 
(intraartikular) oder K5rperregionen oder auf sonstige parenterale, 
vorzugsweise intravenose, Weise erfolgen. 

In gewissem Umfang lassen sich Linderungen rheumatisch-arthritischer Leiden 
auch durch ausserliche Behandlung, beispielsweise durch eine ebenfalls 
erfindungsgemasse. ausserliche Applikation von SOD in Liposomen, 
insbesondere im Gemisch mit Hyaluronsaure, erzielen. Dabei kSnnen die 
Wirkstoffe sowohi in Form von Salben oder Gelen, allenfalls in Mischung mit 
zusatzlichen, vorzugsweise fettarmen oder fettfreien, Tragerstoff en. 
insbesondere aus der Gruppe der organischen und anorganischen Hydrogele, 
als auch in Form von Sprays oder Tinkturen formuliert und angewendet 
werden. Geeignete Zusatze, wie sie fiir galenische Formulierungen von 
Pharmazeutika ubiich sind, kSnnen ebenfalls in den Zubereitungen enthalten 
sein. In manchen Fallen kann auch eine begleitende, orale Verabreichung von 
liposomaler SOD in Form von Tabletten, Kapsein, Dragees, Pulvern etc. 
unterstutzend wirken. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform konnten bestimmte degenerative 
Erscheinungen wie Emphyseme, insbesondere Hautemphyseme, durch die 
erfindungsgemasse Anwendung von SOD in Liposomen, gegebenenfalls in 
einer Mischung mit Hyaluronsaure und/oder mindestens einem physiologisch 
5 akzeptablen Trager, erfolgreich abgeschwdcht und eingedammt werden. 
Moglicherweise spielen auch hier neben der rein enzymatischen Wirkung der 
SOD noch zusatzliche, phagocytosestimulierende Effekte der SOD*Aggregate 
in den Liposomen etne synergistische Rolle. 

10 Ahnliches durfte auch fur die erfolgreiche therapeutische Anwendung der 

pharmazeutischen Zubereitunjgen der vorliegenden Erfindung bei Entzundungen 
der Atemwege und der Lunge, wie z.B. Bronchitis, Schocklunge (ARDS) und 
Lungenemphysem, zum Tragen kommen. In diesem Falle hat sich speziell die 
Applikation einer Losung Oder Emulsion von liposomal inkorporierter SOD per 

15 Inhalation als besonders gut geeignet erwiesen. 

Die Anwendung der liposomalen SOD-Zubereitungen ist insbesondere im 
Bereich der kosmetischen StSrungen sehr erfolgreich. Kleine lokale 
Entzundungen, Furunkel, Akne und ahnliche Erscheinungen sind durch die 

20 erfindungsgemasse Anwendung der SOD-haltigen Zubereitungen, insbesondere 
in Form von Salben, Gelen, Cr6mes Oder in flussiger Form durch Aufspruhen, 
. wirksam behandelbar. Bei wiederholter, vorzugsweise regelmassiger, 
Applikation ist auch ein gewisser prophylaktischer Effekt in Bezug auf die 
Entstehung neuer Hautenzundungen, beispielsweise von Furunkein, erzielbar. 

25 Vielleicht hangt auch dies mit einer durch die SOD-Aggregate moglicherweise 
ausgelosten oder stimulierten Aktivierung von Phagocytose-Vorgangen 
zusammen. 

Bei Verwendung einer Mischung von liposomaler SOD und Hyaluronsaure 
30 erfolgt ausserdem die Abheilung der Entzundung(en) unter Neubildung eines 
elastischeren und vor allem glatteren Gewebes im Vergleich zu Hyaluronsaure- 
frelen Zubereitungen. Speziell fiir kosmetische Anwendungen an sichtbaren 
Korperstellen, also beispielsweise im Gesicht, ist dies ein erheblicher Vorteil. 

35 Die erfindungsgemSssen Zubereitungen der vorliegenden Erfindung sind im 
allgemeinen dann am wirksamsten, wenn die SOD, je nach Anwendungsfall 
und Art der Applikation, in einer Konzentration von ^ 0.01 Gew,%, 
insbesondere von 0.01 bis 5 Gew.% und die gegebenenfalls zusatzlich 
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vorhandene Hyaluronsflure In einem Anteil von ^ 0.05 Gew.%, insbesondere 
0.1 bis 5 Gew.% der fertigen, anwendungsbereiten Zubereitung vorliegt. Fur 
toplsche Anwendungen hat sich eine Menge von 0.01 bis 1 mg S0D/cm2 
Laslonsfiache bzw. Kfirperoberflache als am besten geelgnet erwiesen. Orale 
Oder parenterals Appllkationen warden hingegen vorteiihaft mit SOD-Dosen 
von 0.5 bis 50 mg/kg KSrpergewicht durchgefiihrt, wobei fur wiederhoite 
SOD-Gaben im Rahmen einer Theraple die Dosis vortellhafterweise bei 0.5 bis 
10 mg/kg -Tag eingestellt wird. 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich welters auf die Anwendung von SOD 
zur HerstBllung von Zubereitungen, die zur Verbesserung der Haltbarkelt von 
verschledenen organischen. vorzugsweise blogenen, Materlallen eingesetzt 
warden konnen. sowie auf Verfahren zur Verbesserung der Haltbarkelt solcher 
organischer Materialien unter Verwendung der erflndungsgemassen 
15 Zubereitungen. 

Grundsatzllch kann man gemflss der vorllegenden Erfindung SOD. 
vorzugsweise rhSOD In LIposomen. in Form einer wasserlgen Ldsung bzw. 
Emulsion mit und ohne HyaluronsSure zubereiten und direkt zur 

20 konservlerenden Anwendung einsetzen. In verschledenen Fallen kann jedoch 
die Beimischung einer oder mehrerer geelgneter TrSgersubstanzen und/oder 
welterer, fiir galenische Zubereitungen Gblicher, ZusStze von Vorteil sein, urn 
beisplelsweise eIne bestlmmte. gewunschte Appllkatlonsform zu ermogllchen 
Oder zu vereinfachen. 

25 Wesentilch fur den erflndungsgemassen EInsatz der Zubereitungen, 

beisplelsweise Im Rahmen eines Verfahrens zur Verbesserung der Haltbarkelt 
der organischer Materialien gemass der vorllegenden Erfindung, 1st jedoch, 
dass das organlsche Material zumindest teiiweise mit wenigstens einer der 
hierin beschriebenen Zubereitungen In Kontakt gebracht wird. 

30 

In einer Ausfiihrung der vorllegenden Erfindung wird liposomal inkorporierte 
SOD, Insbesondere rhSOD, In einer geeigneten Pufferlosung vorgelegt, urn 
damit Organe oder organlsche Gewebe, die zum Zwecke einer Transplantation 
eInem Spender entnommen wurden, in dem Zeitraum zwischen Entnahme und 
35 WIederelnpflanzung konservierend zu behandeln. Dabel hat sich eIne 

Zubereitung mit einem SOD-Gehalt von 0.1-1 Gew.% als sinnvoll erwiesen. 
Die Organ- bzw. Gewebe-konservlerende Behandlung erfolgt dabel am besten 
zuerst durch eIne Spulung des betreffenden Organs nach iibllchen Methoden 
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der Organkonservierung, insbesondere durch Injektionen Oder Infusion der 
flussigen Zubereitung in das Organ, beispielsweise ein Herz, eine Niere, eine 
Leber etc., und vorzugsweise anschliessend durch Eintauchen oder noch 
besser Einlegen des jeweiligen Organs oder Gewebeteiles in ein Bad, welches 
5 ebenfalls liposomale SOD entweder in dem gleichen oder einem anderen 

geeigneten Puffer enthalt. Auf diese Weise gelingt es, einerseits den Zeitraum 
der Zwischenlagerung betrachtlich zu verlSngern und andererseits mogiiche 
Organ- bzw. Gewebeschadigungen nach der Reimplantation zu vermindern. 

10 Erfreulicherweise hat sich gezeigt, dass in diesem Fall durch Beimischung von 
Hyaluronsaure, beispielsweise in Konzentrationen von ca, 0.05 - 2.5 Gew.%, 
zur bestehenden Emulsion aus liposomaler SOD und Puffer ein zusatzlich 
synergistischer Effekt der oben beschriebenen Art erzielt werden konnte. 

15 In einer anderen Ausfuhrungsform wird liposomale SOD in einer flussigen 
Zubereitung - mit und ohne HyaluronsSure - auf Lebensmittein augebracht, 
beispielsweise mittels Spruhflaschen, Spraydosen oder sonstigen 
Spruhvorrichtungen. Insbesondere leichtverderbliche Fleischwaren, aber auch 
Molkereiprodukte aller Art sowie Obst und Gemuse konnten durch diese 

20 einfache und leicht zu handhabende Massnahme in ihrer Haltbarkeit 

entscheidend verbessert werden. Die liposomal verpackte SOD fungiert in 
diesem Falle quasi als Antioxidans. 

Auch Tauchbader, welche wenigstens eine der erfindungsgemassen 
25 Zubereitungen enthalten und in welche die organischen Materia lien, 

beispielsweise verschiedene Lebensmittel, iiber einen gewiinschten Zeitraum 
eingetaucht oder eingelegt werden, sind geeignet, um die Wirkstoffe SOD und 
gegebenenfalls Hyaluronsaure mit dem organischen Material in Kontakt zu 
bringen. 

30 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf den 
Einsatz von freier SOD, insbesondere rhSOD, oder liposomaler SOD, in einer 
Mischung mit Hyaluronsaure und gegebenenfalls mindestens einem weiteren 
geeigneten Trager zur Verbesserung der Haltbarkeit von kosmetischen 
35 Praparaten auf organischer Basis, insbesondere von Hautpflegemitteln. 

Versuche haben gezeigt, dass sowohl SOD in Liposomen allein als auch freie 
Oder liposomal inkorporierte SOD in einer Mischung mit Hyaluronsaure, 
hervorragend geeignet ist, als Zusatz zu dem organischen Material in 
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kosmetischen Praparaten wie Salben, Cr6mes, Gelen, 6len, Lotions, WSssern, 
Milks und dgl. deren Haltbarkeit zu verbessern. Insbesondere im Falle der 
Mischung mit HyaluronsSure ergibt sich noch ein zusStzlich positiver Effekt in 
Hinblick auf eine gewisse Erhohung der Geschmeidigkeit und GlSttung der 
5 Haut nach Anwendung solcherart verbesserter Kosmetika, 

Die Konzentration an SOD liegt in diesem Anwendungsfall bevorzugt zwischen 
0.1 und 5 Gew.%, der Anteil an gegebenenfalls vorhandener HyaluronsSure 
wird hingegen am besten mit 0.5-5 Gew.%, bezogen auf die endfertige 
0 Zubereitung, gewahlt. Falls ausserdem ein Oder mehrere TrSgersubstanzen 
dazugemischt werden sollen, dann sollen diese vorzugsweise fettarm oder 
fettfrei sein und gegebenenfalls aus der Gruppe der organischen und 
anorganischen Hydrogele stammen. 

5 Zum Zwecke der Verbesserung der Haltbarkeit von organischen Materialien 
wie beispielsweise pflanzlichen und tierischen Geweben, Organtransplantaten, 
Lebensmittein, insbesondere leichtverderblichen Fleisch- und Wurstwaren, 
Oder Kosmetika auf organischer Basis, haben sich SOD-Konzentrationen von^ 
0.1 bis 100 mg/kg organisches Material als sinnvoll erwiesen. 

Urn die erfindungsgemassen Einsatzmoglichkeiten und die Wirkungsweise der 
hierin beschriebenen Zubereitungen noch weiter zu erlSutern, werden im 
folgenden einige Beispiele angefuhrt. Die Beispiele dienen dem besseren 
Verstandnis und sollen in keiner Weise den Inhalt oder Umfang der 
vorliegenden Erfindung einschrSnken. 

BeisDiel 1 : Anwendung bei Verbruhungen 

70 Albinokaninchen wurden in 7 Gruppen (A - G) eingeteiit, Jedem Kaninchen 
wurde eine Flache von 5 x 10 cm auf dem Rucken abrasiert. Nach tiefer 
Narkotisierung wurden die Kaninchen an der abrasierten Ruckenflache einzein 
in eine Wanne mit einer Offnung von genau 3x5 cm, gefiillt mit heissem 
Wasser von 93,5 - 95°C, fur exakt 16 Sekunden lang eingetaucht. Dadurch 
entstanden Verbruhungen zweiten bis dritten Grades. Die Verbruhungsflachen 
wurden gem^ss untenstehender Tabelle 1 behandelt und mit sterilem 
■^Wundverband mit Aluminiumeinlage sorgfaitig bedeckt. Der Verband wurde 
taglich gewechselt. 



wo 9d/14083 



PCT/EP95/04352 



- 15- 

Die Liposomen mit inkorporierter rhSOD wurden folgendermassen hergestellt: 
Als PrSparationsmethode fur die grossteils multilaminaren Liposomen wurde 
die Einspritzmethode nach Batzri und Korn (Batzri, S. Korn, E.D. 1973, 
Biochim.Biophys. Acta 298:1015-19) verwendet. Die Lipidbestandteile L-a- 
5 Phosphatidylcholine, DipalmltoyI (DPPC) Cholesterol und Stearylamin warden 
in einem molaren VerhSltnis von 7:1:2 in 96% Ethanol gel6st. Die 
Lipidkonzentration der Liposomenldsung betrSgt 10 ^mol/ml. Das 
Ethanoivolumen wird so gewShit, dass die Ethanolkonzentration in der 
Praparation unter 7% iiegt. Die lyophiiisierte rhSOD wird in PBS gelost. Die 

10 Proteinkonzentration der wassrigen Phase betragt 10 mg/nnL Beide LOsungen 
werden auf 37**C temperiert. Die Liposomen werden durch kontinuierliche 
Injektion der ethanolischen Phase in die wassrige Phase produziert. Zum 
Abtrennen der nicht tnkorporierten rhSOD bzw. des Ethanols wird die 
Liposomenl6sung gegen PBS diafiltriert (Ultra/Diafiltrationseinheit Fa. Amicon; 

15 Membran: YM 100). 

Fur die Endformulierung wird das Carbogel (Carbopol®, stark saure 
Acrylsaure-Polymerisate mit hohem Molekulargewicht, DAB9) in aqua dest. 
rehydriert und der pH-Wert auf 7.5 eingestellt. Die Liposomenlfisung und das 
rehydrierte Gel werden homogen vermischt und bei 4®C gelagert. Der gesamte 

20 Herstellungsprozess wird mit sterilen Losungen und tm Laminarflow (sterile 
Reinraumbank) durchgefuhrt. 

Herstellung des liposomal inkorporierten rhSOD-Hyaluronsaure-Gels: 
Lyophiiisierte Hyaluronsaure wird in der wassrigen Liposomenlosung rehydriert 
25 und das fertige Gel bei 4**C gelagert. 

Die oben erwahnten Versuchstiere wurden laufend von einem Tierarzt 
untersucht, es wurden keine Anzeichen einer klinischen Erkrankung der Tiere 
wahrend des Versuchsablaufes festgestellt. Die Tiere zeigten auch keine 
30 posttraumatischen Schmerzerscheinungen nach dem Erwachen aus der 
Narkose, trotzdem wurde vorsichtshalber eine posttraumatische Analgesie 
eingeleitet. 

Die Gruppe F blieb als Kontrollgruppe unbehandelt. Die ubrigen Gruppen 
35 wurden nach folgendem Schema behandelt: 
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Tabellfl 1 



Test- 
gruppe 


' Anzahi der 1 Identiflzierungs- 
Tiere nummern 


Dosis und Verabreichung 


A 


10 1-10 


0.1 mg rhSOD / cm2 der LSsion, In 
Ljposomen; 

2x am ersten Tag appliziert 


B 


— r 

10 1 1 - 20 


1 mg rhSOD / cm2 der Lasion, in Gel ohne 
Liposomen; 1x am ersten Tag appliziert 


C 


10 21-30 


1 mg rhSOD / cm2 der LSsion; 
intralasional injiziert 


D 


10 31-40 


Kontrollgruppe: Gel mit leeren Liposomen; 
1x am ersten Tag appliziert 


c. 
c 


10 41 - 50 


Kontrollgruppe: Gel ohne Liposomen; 
Ix appliziert am ersten Tag 


F 


10 1 51-60 


Kontrollgruppe: ohne Behandlung 


G 


10 61 - 70 1 


D.I mg rhSOD in Liposomen/ cm2 der 
Lasion, mit Hyaluronsaure; 2x am ersten 
rag appliziert 



Statistisch ausgewertet wurden die Grosse der Wunden (Planimetrie, 
fotografische Dokumentation), der Lokalstatus (Farbe, Vorliegen von 
Nekrosen, Epithelisierungszeichen, Kontrakturen, Behaarung. Kutimetrie, 
Granulationsgewebe). histopathologische Hautuntersuchungen und 
makroskopisch der allgemeine Heilungsverlauf (Photodokumentation). 



Fiir die untersuchten Parameter konnte ein positiver Einfluss der in Liposomen 
inkorporierten rhSOD auf die Heilungs- und Regenerationsprozesse bei den 
behandelten Versuchstieren festgestellt werden. Am deutlichsten war die 
Wirkung der rhSOD 24 Stunden nach der LSsionssetzung. So gab es 
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beispielsweise zwischen den Testgruppen einen signifikanten Unterschied in 
der LSsionsgrdsse, wobei bei den rhSOD-behandelten Tieren die 
Ubergangszone der Nekrose in die umliegende nicht verbruhte Haut deutlich 
weniger von der Verbruhung betroffen war. Auch histoiogische 
Untersuchungen bestatigten die makroskopischen Erhebungen. Oas gunstigste 
histopathologische Bild konnte fur die Testgruppen A und G gefunden werden. 
Histologisch zeigten die Testgruppen A und G als einzige von alien Gruppen 
nach 4 Wochen keine Restnekrosen mehr. Die zusammenfassenden Befunde 
der Gruppen A und G ergaben folgendes Bild: 

die Lasibnsgrosse war im Vergleich zu den anderen Testgruppen nach 24 
Stunden unverandert; 

die Breite des (Sdems war hingegen deutlich reduziert, es erfolgte eine 

beschleunigte Ruckbildung; 

es gab keine Restnekrosen im Corium; 

Testgruppe G zeigte ausserdem eine glattere und elastischere 
Gewebeneubildung im Vergleich zu alien iibrigen Testgruppen. 

In einem Beobachtungszeitraum von 24 Stunden konnte eindeutig der positive 
Einfluss der in Liposomen inkorporierten rhSOD gezeigt werden, obwohl die 
Dosis der rhSOD in den Testgruppen A und G zehnmal geringer war als bei den 
Testgruppen B und C. Die Nachbrennerscheinungen der Verbriihungswunden 
sowie insbesondere auch das Odem, bildeten sich am schnellsten und 
deutlichsten in den mit liposomal inkorporierter rhSOD behandelten Gruppen 
zuriick. 

BeisDiel 2: Anwendung bei Verbrennungen 

Ein Versuch mit Setzen von Verbrennungswunden wurde analog zur Methode 
von M. Choi und H.P. Ehrlich (American Journal of Pathology 142, 1993, 519- 
529) durchgefuhrt. 40 Ratten (Wistar, mannliche Ratten) zu 300-350 g 
Korpergewicht wurden unter Standardbedingungen gehalten. Die 
anasthesierten Ratten (Anasthetikum: Pentobarbital, i.p.) wurden mit einem 
Stempel, der in kochendem Wasser erhitzt wurde, Brandwunden in Form eines 
Streifenmusters gesetzt, Zu diesem Zweck wurde der Stempel 30 sec. auf die 
rasierte Haut der Tiere gedrCickt. Urn das gewiinschte Muster auf der Haut zu 
erhalten war der Stempel nach Choi und Ehrlich (1993) kammartig 
ausgebildet. 
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Die Ratten wurden in 4 Gruppen zu je 10 Tieren eingeteilt (Tabelle 2). 
Tabellfl 2 



Testgruppe 



Anzahl der Tiere 



10 



Verabreichung 



Kontrollgruppe: ohne Behandlung 



10 



Tragergel mit leerep Liposomen 



10 



Gel mit rhSOD in Liposomen 



10 



15 



20 



25 



10 



rhSOD in Liposomen mit Hyaluronsaure im 
Tragergel 



30 



Die Herstellung der Liposomen und der Gele erfolgte analog zu Beispiel 1 Die 
Ratten wurden innerhalb von 48 Stunden sechsmal in regelmassigen 
Abstanden behandelt, wobei die erste Behandlung wenige Minuten nach der 
Lasionssetzung erfolgte. Liposomal verpackte rhSOD wurde in einer Menge 
von 0.05 mg/cm2 der Lasion eingesetzt. der Anteil an Hyaluronsaure in der 
verwendeten Zubereitung betrug 3 Gew.%. 

Als Beurteilungskriterium fur die potentielle Wirkung wurden die Planimetrie 
und die Makromorphologie des Wundmusters. das durch das Design des 
Stempels hervorgerufen wird. herangezogen. Weiters wurde eine 
Standardhistologie (Hamatoxylin-. Eosin- und Vitalfarbung; nach H.Millesi. 
1970, Ch.rurgia Plastica et Reconstructia Vol. 8. Springer Verlag Berlin 
He.delberg, New York) der Gewebsproben durchgefiihrt. Es wurden nach 0 h, 
25 h, 72 h, 7 Tagen und 21 Tagen Proben genommen. 

Bei den Gruppen 3 und 4 blieb das durch die Stempelform bedingte 
Stre.fenmuster erhalten. d.h. dass die verbrannten Streifen vital erhalten 
ble.ben. Bei den Gruppen 1 und 2 hingegen zeichnete sich eine Konfluenz zu 
einer mehr Oder weniger einheitlichen Wundflache ab. Bei den Gruppen 3 und 
4 zeichnete sich auch ein giinstiges histopathologisches Bild ab. Bei den mit in 
Liposomen inkorporierter rhSOD behandelten Gruppen blieb das Muster der 
nicht exponierten Streifen erhalten. Die vom Stempeldruck betroffenen 
Flachen wurden durch Granulations- und Narbengewebe ersetzt, das 
mehrheitlich nekrosefrei war. Bei den Gruppen 1 und 2 war eine einheitliche 
n.cht mehr gemusterte Narbenflache. mit teilweise tiefen Nekrosen. zu 
beobachten. 
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Beispiel 3: Anwendung bei StrahlenschSden 

Haariose Mause wurden einer UV-Strahlung gemass der minimalen 
Erythemdosis (MED) ausgesetzt. Der Versuchsaufbau wurde wie bet B.C. 
5 Pence and M.F. Naylor (B.C. Pence, M.F. Naylor 1993, J. of Investigative 
Dermatology 95: 213-16) beschrieben, durchgefuhrt. Eine Einzetdosis von 
UVB- Strahlung (290-320 nm) einer Westinghouse FS-40 Sonnenlampe wurde 
so eingesetzt, dass die Mause einer totalen Energie von 0.09 J/cm^ ausge- 
setzt waren. Diese Dosis entspricht der dreifachen MED fur kaukasische Pro- 
10 banden. Es wurden 40 MSuse in 4 Gruppen zu je 10 Tieren eingesetzt (Tab 3). 



Tabelle 3 



Testgruppe 


Anzahl der Tiere 


Verabreichung 


1 


10 


Kontrollgruppe: ohne Behandlung 


2 


10 


Tragergel mit leeren Liposomeh 


3 


10 


Gel mit rhSOD in Liposomen 


4 


10 


rhSOD in Liposomen mit Hyaluronsaure im 
Tragergel 



15 Die Liposomen und Gele wurden analog zu Beispiel 1 hergestellt. Das Gel 
wurde unmittelbar (2-3 min.) nach der Strahlenexposition und dann noch 
zweimal in regelmassigen Abstanden von 4 Stunden aufgetragen. Das Gel in 
der verwendeten Zubereitung enthielt 0.5 Gew.% HyaluronsSure, die 
verabreichte Dosis an rhSOD betrug 0,5 mg/cm^ bestrahlter Korperoberflache. 

20 Als Beurteilungskriterium wurde ein visueller Farbvergleich aller Tiere in 

regelmassigen Zeitabstanden durchgefuhrt. Weiters wurde das Auftreten von 
"sunburn-cells" getestet. 

Bei den Gruppen 3 und 4 trat nach 10 Stunden ein im Vergleich zu den 
25 Gruppen 1 und 2 signifikant geringeres Erythem auf. Nach 24 Stunden wurden 
Gewebeproben entnommen und auf die charakteristischen "sunburn-cells" hin 
untersucht. Bei den Gruppen 3 und 4 traten keine Oder nur vereinzelte 
"sunburn-cells" auf. Die RStungsintensitSt konnte mit dem Auftreten von 
sunburn-cells korrelativ in Beziehung gesetzt werden. 

30 

BERIGHTIGTES BLAH (REGEL 91) 
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BeisDiBl 4: Vergleich verschiedener Appltkationsformen 

140 mannliche 0F1 (outbred) Mduse (vom Institut filr Versuchstierzucht und - 
haltung, Himberg, Osterrelch), alle.zwischen 8-10 Wochen alt, wurden nach 
5 dem Zufallsprinzip in 14 Gruppen (A-N) eingeteilt. Die MSuse wurden unter 
Ethernarkose mit 50 jxl PBS-L6sung, welche 1x10^ PFU/Maus (« 2-2.5 x 
LD50) des Influenzavlrus A/WSN/33 (nachfolgend als WSN bezelchnet) 
enthlelt, intranasal inokuliert. Die Behandlung der WSN-infizierten MMuse 
begann am Tag 4 nach der Infektion, d.h. am Beginn des Auftretens kllnischer 
10 Symptome der Influenza-Erkrankung der Mfiuse. Die MSuse wurden 1x tSglich 
bis zum Tag 1 1 nach der Infektion behandelt, Sie wurden topisch, subkutan, 
intravenOs und intranasal mit PrSparaten behandelt, welche rhSOD in 
folgenden liposomalon Vesikelarten beinhalteten: 

a) rhSOD in kleinen, unilamellaren Vesikein (SUV), GrSsse ^ ca. TOO nm, 
15 b) rhSOD in Injektionsvesikein (IV), Durchmesser^ ca. 200 nm, und 
c) rhSOD in multilamellaren Vesikein (MLV), Durchmesser ^ ca. 500 nm. 

Tabelle 4 zeigt die Versuchsanordnung und die erzielten Ergebnisse. Zur 
topischen Behandlung wurde ein liposomales rhSOD-Gel auf der ventralen 

20 Seite der MSuse, speziell im Brustbereich, durch Einschmieren 1x pro Tag 
aiifgetragen. Es wurde dadurch ein Hautbereich von ca. 10 cm2 mit einer 
ungefahr 2 mm dicken Gel-Schicht bedeckt. Die Konzentrationsangaben in 
Tabelle 4 beziehen sich dabei auf die behandelte Fiache in cm2. Die 
intranasale Applikation von rhSOD fand unter Ethernarkose der Tiere statt. Es 

25 wurden dabei 0.05 ml einer Suspension mit rhSOD in IV (1 mg/ml) mittels 
einer Mikropipette in the Nasenl6cher der MAuse eingebracht. 
Zur intravendsen Verabreichung der rhSOD-Suspensionen (siehe Tabelle 4) 
wurde in die Schwanzvene injiziert, wShrend zur subkutanen Applikation 
dieselben Suspensionen wie bei der i.v. Injektion in den Hals- und/oder 

30 Schulterbereich subkutan injiziert wurden. 

Die Anzahl der Todesffille der Mause erhShte sich nach dem 15. Tag seit der 
Infektion nicht mehr welter (getesteter Zeitraum: Tag 15 bis Tag 25 nach der 
Infektion), sodass Miuse, welche am 15. Tag Qberlebt haben, als von der 
Influenza-lnfektion geheilt angesehen wurden. 

35 

Die Pathogenese einer Influenzavirus-lnfektion bei Mfiusen zeigt eher eine 
Oberreaktion der Immunabwehr des Wirtsorganismus als einen direkten Effekt 
bezuglich der Virusvermehrung. Die Entstehung freier Sauerstoffradikale im 

BERIGHTI6TES BLATT (REGEL 91) 
ISA/EP 
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Aktivitat in den Lungenund im Serum der MSuse beeinflusst (Oda et al., 
Science, 1989. 244(4907):974-6). 



Grupp 
e 


Applikationsform und Dosis 


Oberlebend 
e 

je 10 
Mause 




A 


topische Applikation eines Gels von rhSOD inkorporiert in 
SUV; Dosis: 0,15 mg rhS0D/cm2 BehandlungsflSche 


4 von 1 0 


B 


topische Applikation eines Gels von rhSOD inkorporiert in 
IV; Dosis: 0J5 mg rhSOD/cm^ Behandlungsflfiche 


4 von 1 0 


C 


topische Applikation eines Gels von rhSOD inkorporiert in 
MLV; Dosis; 0,42 mg rhS0D/cm2 Behandlungsflache 


3 von 1 0 


D 


topische Applikation eines Gels mit IV ohne rhSOD 


2 von 10 


E 


s.c. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
SUV 

Dosisrof 0,5 ml; Suspension: 1 mg rhSOD/ml 


8 von 10 


F 


s.c. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
IV 

Dosisrof 0,5 ml; Suspension: 1 mg rhSOD/ml 


8 von 1 0 






G 


s.c. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
MLV 

Dosis:of 0,5 ml; Suspension: 3 mg rhSOD/ml 


5 von 10 


H 


s.c. Applikation von 0,5 ml einer IV-Suspension ohne 
rhSOD 


1 von 10 


1 


i.v. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
SUV 

Dosis:of 0,5 ml; Suspension: 1 mg rhSOD/ml 


9 von 1 0 


J 


i.v. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
V 

Dosisrof 0,5 ml; Suspension: 1 mg rhSOD/ml 


10 von 10 


K 


i.v. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
MLV 

Dosisrof 0,5 ml; Suspension: 3 mg rhSOD/ml 


4 von 10 


L 


i.v. Applikation von 0,5 ml einer IV-Suspension ohne rhSOD 


1 von 10 


M 


i.n. Applikation einer Suspension von rhSOD inkorporiert in 
V 

Dosisrof 0,05 ml; Suspensionr 1 mg rhSOD/ml 


8 von 10 


N 


Kontrollgruppe ohne Behandlung 


1 von 10 
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fiS£Ultfil: 

MSuse. die parenteral (s.c, i.v. und i.n.) mit rhSOD in SUV oder IV - 
Liposomen behandelt wurden, Ciberlebten In den meisten Fallen (Gruppen E, F, 

5 I, J. M) im Verglelch mit den Kontrollgruppen. welche entweder Ciberhaupt 
nicht Oder nur mit Liposomen ohne SOD behandelt wurden (Gruppen H, L, und 
N). Es zeigte sich iJberraschenderweise ausserdem, dass MSuse. die mit 
rhSOD in MLV behandelt wurden, weniger gut gegen die t6dliche Influenza- 
Infektion geschiitzt waren, obwohl in diesen LiposomenprSparationen eine 

0 hbhere rhSOD-Menge eingesetzt wurde (Gruppen C, G. und K). Der Grund 
dafur liegt wahrscheiniich in der VesikelgrSsse (im Bereich von 500 nm; zum 
Vergleich: IV ^ ca. 200 nm; SUV ^ ca. 100 nm). schlechterer Verteilung und 
geringerer Fusionsfahigkeit der MLV mit den Zelien, wie anhand eines in vitro- 
Fusionsassays festgestellt werden konnte (Fussionsassay: CHO-Zellen wurden 

5 iiber Nacht mit 20 jimol rhSOD-haitigen IV und MLV-Liposomen inkubiert. 
rhSOD wurde durch Immunfluoreszenz nach Behandlung mit 1% Triton XI 00 
detektiert). 

Die topische Behandlung der Influenza-infizierten Mause mit rhSOD-Gel 
0 erzeugte nur einen teilweisen Schutz gegen die tddlichen Folgen der 

Erkrankung; dennoch war dieser Schutz signifikant in den Gruppen. die mit 
SUV Oder IV-Praparationen (Gruppen A und B) behandelt wurden. Die 
Resultate zeigen, dass freie Sauerstoffradikale eine bedeutende Rolle in 
Hinblick auf die tOdlichen Auswirkungen der Influenzainfektion bei Mausen 
spielen und dass rhSOD, inkorporiert in kleine llposomale Vesikel (SUV und IV). 
ein beachtliches therapeutisches Potential gegenOber dieser Virusinfektion 
besitzt. 

Die Resultate zeigen ausserdem. dass rhSOD. inkorporiert in kleine Liposomen 
(SUV, IV) mit einem Durchmesser von rund 200 nm und darunter, 
offensichtlich die Hautbarrieren selbst bei im wesentlichen gesunder, intakter 
Haut Qberwinden und in tiefere Gewebeschichten penetrieren kann, um so 
seine schiitzende Wirkung gegeniiber der Virusinfektion im Lungenbereich 
(Lungenentzundung) zu entfalten. Liposomal inkorporierte rhSOD kann daher 
nicht nur fur i.v., s.c. und i.n. Applikationen, sondern auch in Form von 
Salben, Gelen, Crdmes oder anderen geeigneten Formulierungen, 
gegebenenfalls in Kombination mit anderen Wirkstoffen und/oder inklusive 
weiterer Zusatzstoffe. als ein wirksames Therapeutikum zur Behandlung von 
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Krankheiten eingesetzt werden, die im Zusammenhang mit freien 
Sauerstoffradikalen stehen, beispielsweise von - gegebenenfalls mikrobiell 
verursachten - Entzundungen, insbesondere der oberen Atemwege und der 
Lunge. 

5 

Beispiel 5 : Topische Anwendung bei Herpes labialis 

In einem Humanversuch wurde rhSOD, inkorporiert in kleine, unilamellare 
Vesikein ("small unilamellar vesicles', SUV) mit einem Vesikeldurchmesser 

10 von rund 100 nm oder darunter, gegen eine lokale Hautentzundung im 

Mundbereich, verursacht durch Fieberblaschen auf der Lippe (herpes labialis), 
getestet. Herpesinfektionen und Herpeserkrankungen sind bekanntermassen 
schwierig zu behandein und fur die Betroffenen zumeist sehr unangenehm, da 
sie haufig Schmerzen (z.B. bei herpes zoster), Jucken, Brennen, Nassein 

15 und/oder kosmetisch unvorteilhafte Auswirkungen, speziell im 
Gesichtsbereich, verursachen. 

Die liposomale rhSOD-Praparatibn auf Basis des Carbopol®-Gels hatte eine 
hautcremeartige Konsistenz und wurde in einer Konzentration von rund 0,15 
20 . mg rhSOD pro cm^ Behandlungsflache ein- bis zweimal pro Tag direkt auf 
den entzundeten Bereich aufgetragen. Bereits nach der ersten Anwendung 
zeigte sich innerhalb weniger Stunden eine spuhrbare Erieichterung und schon 
nach 3-tagiger Behandlung waren die typischen Symptome weitestgehend 
abgeklungen. 

25 

Beisoiel 6: Topische Anwendung gegen Allergie 

Dieselbe rhSOD-Praparation wie in Beispiel 5 wurde in einem anderen 
Humanversuch gegen allergische Reaktionen der Haut getestet. Die 

30 Allergiesymptome waren gerOtete Augen und Schwellungen rund um die 
Augen und im Bereich zwischen Augen und Nase, moglicherweise als 
zusatzliche Auswirkungen einer bestehenden Heuschnupfenallergie. Neben den 
durch die Schwellungen verursachten unangenehmen Spannungen im Gesicht 
und dem zusatzlich damit verbundenen psychologischen Leidensdruck war 

35 ausserdem eine Beeintrachtigung des normalen Sehens gegeben. 



Das rhSOD-Gel wurde, analog zu Beispiel 5, in einer Konzentration von ca. 
0.15 mg rhSOD pro cm^ BehandlungsflSche im gesamten betroffenen 
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Gesichtsbereich wie eine Hautcrema aufgetragen. Das Ergebnis war 
beeindruckend: Bereits nach einmaligem Auftragen gingen die Schwellungen 
fast vollstandig zuruck; sicherheitshalber wurde am darauf folgenden Tag z\« 
noch ein zweites Mai eingecremt. eine weitere Behandlung war jedoch nicht 
mehr nStig. Die Beschwerden sind praktisch vollstandig abgeklungen. 

BeisDlel 7: Anwendung gegen Psoriasis 

In einem weiteren Versuch wurde das rhSOD-Gel aus Beispiel 5 an einem 
kindlichen Patienten gegen Psoriasis eingesetzt. Das PrSparat wurde, analog 
zu Beispiel 5, in einer Konzentration von ca. 0.15 mg rhSOD pro cm2 
Behandlungsfiache an alien betrof fenen Korperstellen 2x tfiglich (am Morgen 
und am Abend) wie eine Hautcreme aufgetragen. 

Regt - Jltat : Nach drei Tagen Behandlung zeigte sich ein deutlicher Ruckgang 
der Hautrdtungen im Bereich der Entziindungsherde sowie eine Verminderung 
des Juckreizes. Dieser erfreuliche Befund zeigt, dass rhSOD in Liposomen bei 
externer toplscher Applikation auch bei Psoriais-Patienten r wenn schon nicht 
zur Heilung der Krankhelt - so doch zumindest zur Linderung der Symptome 
erfolgreich eingesetzt werden kann. 
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Patentansp ruche 

1. Verwendung von rekombinanter humaner SOD (rhSOD) in Liposomen, 
Mischung mit HyaluronsSure und/oder mindestens einem physiologisch 
akzeptablen Tr&ger, sowie gegebenenfalls weiteren ZusStzen, fur die 
Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung zur prophylaktischen 
und/oder therapeutischen Anwendung gegen erhOhte Konzentrationen an 
Superoxidradikalen und/oder dadurch verursachte Schadigungen. 

2. Verwendung von SOD, vorzugsweise rekombinanter humaner SOD 
(rhSOD) in Liposomen, gegebenenfalls in Mischung mit HyaluronsSure 
und/oder mindestens einem physiologisch akzeptablen TrSger, sowie 
gegebenenfalls weiteren ZusStzen, fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur prophylaktischen und/oder 
therapeutischen, ausserlichen Anwendung gegen - vorzugsweise durch 
Einwirkung von UV-Strahlung und/oder ionisierende Strahlung verursachte 
- StrahlenschSdigungen der Haut und benachbarter Gewebe, bei 
Verbrennungen, Verbruhungen und entziindlichen Hauterkrankungen. 

3. Verwendung von SOD, vorzugsweise rhSOD in Liposomen, in Mischung 
mit Hyaluronsaure und gegebenenfalls mindestens einem physiologisch 
akzeptablen Trager und/oder weiteren ZusStzen, fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur prophylaktischen und/oder 
therapeutischen Anwendung gegen - vorzugsweise durch Einwirkung von 
UV-Strahlung und/oder ionisierende Strahlung verursachte - 
Strahlenschadigungen der Haut und benachbarter Gewebe, bei 
Verbrennungen, Verbruhungen und entzundlichen Hauterkrankungen. 

4. Verwendung von rekombinanter humaner SOD (rhSOD) in Liposomen, 
gegebenenfalls in Mischung mit Hyaluronsaure und /oder mindestens 
einem physiologisch akzeptablen Trager und/oder weiteren ZusStzen, fur 
die Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung zur therapeutischen 
und/oder prophylaktischen Anwendung gegen Entziindungen, entziindliche 
Prozesse, sowie rheumatisch-arthritische Erkrankungen, 

5. Verwendung von SOD in Liposomen, vorzugsweise rekombinanter 
humaner SOD (rhSOD), gegebenenfalls in Mischung mit Hyaluronsaure 
und/oder mindestens einem physiologisch akzeptablen Trager, sowie 
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gegebenenfalls weiteren ZusStzen. fiir die Herstellung einer Zubereitung 
2ur Verbesserung der Haltbarkeit von organischen. vorzugswelse biogenen, 
Materialien. 

6. Verwendung von SOD. vorzugsw^else rekombinanter humaner SOD 
(rhSOD) in Liposomen, in Mischung mit Hyaluronsaure und/oder 
mindestens einem physioiogisch akzeptablen TrSger, sowie gegebenenfalls 
weiteren Zusatzen. fiir die Herstellung einer Zubereitung zur Verbesserung 
der Haltbarkeit von organischen, vorzugsweise biogenen, Materialien. 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die pharmazeutische Zubereitung ausserdem auf 
eine, vorzugsweise sterile, Wundabdeckung aufgebracht wird, 
insbesondere zur raschen und einfachen Behandlung und/oder Selbst- 
Behandlung bei kleineren und mittelgrossen Brandwunden. Susserlichen 
Entzundungen und rheumatischen Gelenksentzundungen. 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6. dadurch 
gekennzeichnet, dass die pharmazeutische Zubereitung ausserdem durch 
Aufspriihen aus einer Spriihflasche oder einer sonstigen Spruhvorrichtung 



appliziert wird. 



9. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet. dass zur Zubereitung ausserdem mindestens eln 
strahlenfilterndes oder strahlenabsorbierendes Schutzmlttel, vorzugsweise 
ein Lichtfilter oder UV-Absorber. insbesondere ein UVB-Filter. sowie 
gegebenenfalls weitere. vorzugsweise hautpflegende Faktoren, 
dazugemischt werden. 

10. Verwendung nach Anspruch 1 oder 4 fiir die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur Anwendung gegen rheumatische 
Gelenksentziindungen und/oder Osteoarthritis i 



11. 



Verwendung nach Anspruch 1 oder 4 fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur Anwendung, vorzugsweise per 
Inhalation, gegen Entziindungen der Atemwege und der Lunge, 
insbesondere gegen Bronchitis, Schocklunge (ARDS) und/oder 
Lungenemphysem. 
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12. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4 fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur Anwendung gegen lokale Entziindungen 
der Haut, Hautemphyseme, Furunkeln oder Akne. 

13. Verwendung nach Anspruch 1, 5 oder 6 fiir die Herstellung einer 
Zubereitung zur Anwendung bei organischen Geweben, insbesondere 
tierischen Geweben, Organen, und Organ- bzw. Gewebetranspiantaten. 

14. Verwendung nach Anspruch 1, 5 oder 6 fiir die Herstellung einer 
Zubereitung zur Anwendung bei Lebensmittein, vorzugsweise 
leichtverderblichen Fleisch- und Moikereiprodukten. 

15. Verwendung nach Anspruch 1, 5 oder 6 fiir die Herstellung einer 
Zubereitung zur Verbesserung der Haltbarkeit von kosmetischen ^ 
Praparaten auf organischer Basis, vorzugsweise von Hautpflegemittein, 
insbesondere von Salben, Cr6mes, Gelen, Wassern, Olen, Lotions und 
dergleichen. 

16. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die SOD fur ausserliche Anwendungen - 
vorzugsweise als Salbe, Cr6me, oder Gel - in einer Dosis von 0.01-1 
mg/cm2 behandelter KorperoberfiSche, fur oraie oder parenterale 
Applikationen - vorzugsweise als Suspension - in einer Dosis von 0.5-50 
mg/kg Korpergewicht eingesetzt wird. 

17. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche mit einem 
physiologisch akzeptablen Trager, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
fettarmer oder fettfreier Trager, vorzugsweise aus der Gruppe der 
organischen und anorganischen Hydrogele, eingesetzt wird. 

18. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die SOD in einer Konzentration von grosser oder 
gleich 0.01 Gew.%, insbesondere von 0.01 bis 5 Gew.%, der Zubereitung 
verwendet wird. 

19. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche mit 
Hyaiuronsaure, dadurch gekennzeichnet, dass die Hyaluronsaure in einer 
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Konzentration von grdsser oder gleich 0.05 Gew.%, Insbesondere von 0.1 
bis 5 G6w.%, der Zubereitung eingesetzt wird. 

20. Verfahren zur Verbesserung der Haltbarkeit von organischen, 
vorzugsweise biogenen, Materialien, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Zubereitung, welche SOD, vorzugsweise rekombinante humane SOD 
(rhSOD) in Liposomen, und HyaluronsSure sowie gegebenenfalls 
mindestens einen physiologisch akzeptablen Trflger und/oder weitere 
ZusStze enthfilt, mit dem organischen Material zumindest teilweise in 
Kontakt gebracht wird. 

21 . Verfahren zur Verbesserung der Haltbarkeit von organischen, 
vorzugsweise biogenen, Materialien, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Zubereitung, welche rekombinante humane SOD (rhSOD) in Liposomen und 
gegebenenfalls Hyaluronsaure und/oder mindestens einen physiologisch 
akzeptablen Trager, sowie gegebenenfalls weitere ZusStze enthait, mit 
dem organischen Material zumindest teilweise in Kontakt gebracht wird, 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass^die 
Zubereitung flussig ist und mittels einer Spruhvorrichtung auf das 
organische Material aufgespruht wird, 

23. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zubereitung flussig ist und das organische Material in die fliissige 
Zubereitung eingetaucht oder eingelegt wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zubereitung zur Verbesserung der Haltbarkeit 
von tierischen oder pflanzlichen Geweben, vorzugsweise Organen, 
Organtransplantaten, GiBwebetransplantaten und/oder Lebensmittein, 
insbesondere leichtverderblichen Fleisch- und Molkereiprodukten, 
verwendet wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zubereitung flussig ist und das organische Material; vorzugsweise Organe 
und Organtransplantate, mit der Zubereitung nach Ciblichen Methoden der 
Organkonservierung, insbesondere durch Injektion oder Infusion, gespult 
wird. 
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26. Verfahren nach Anspruch 20 Oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zubereitung zu organischem Material in einem kosmetischen PrSparat 
hinzugefpgt wird, 

5 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 26 mit mindestens einem 
physiologisch akzeptablen Trager in der Zubereitung, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein fettarmer Oder fettfreier TrSger, vorzugsweise 
aus der Gruppe der organischen und anorganischen Hydrogele, verwendet 

10 wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, dass die SOD in einer Konzentration von grosser oder 
gleich 0.01 Gew.%, insbesondere von 0.01 bis 5 Gew.%, der 

15 Zubereitung eingesetzt wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 28 mit Hyaluronsaure in 
der Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, dass Hyaluronsaure in einer 
Konzentration von grosser oder gleich 0.05 Gew.%, insbesondere von 0.1 

20 bis 5 Gew.%, der Zubereitung verwendet wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass die SOD in einer Menge von 0.1 - 100 mg/kg 
organisches Material angewendet wird. 

25 

31. Verwendung nach Anspruch 1 oder 4 zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung zur Anwendung gegen mikrobiell, 
insbesondere durch Viren, verursachte Entzundungen. 

30 32. Verwendung nach Anspruch 31 zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zubereitung zur Anwendung gegen Entzundungen, die durch Influenzavirus 
verursacht werden, insbesondere im Bereich.der Atemwege und der 
Lunge. 

35 33. Verwendung nach Anspruch 31 zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zubereitung zur Anwendung gegen Entzundungen, die durch Herpesvirus 
verursacht werden, insbesondere im Bereich von Mund und Lippen (herpes 
labialis). 



1^0 96/14083 



PCT/EP95/04352 



-30- 

34. Verwendung nach Anspruch 1 Oder 4 zur Herstellung einer 

pharmazeutischen Zubereitung zuf Anwendung gegen - insbesondere 
allergisch bedingte - Rdtungen und Schwellungen der Haut. 

5 35. Verwendung nach Anspruch 1 oder 4 zur Herstellung einer 

pharmazeutischen Zubereitung zur - vorzugsweise externen, topischen - 
Anwendung gegen Psoriasis. 

36. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 mit SOD, vorzugsweise 
10 rhSOD, in Liposomen. wobei die Liposomen eine durchschnittliche Grosse 

von weniger als 600 nm, vorzugsweise weniger als 300 nm, insbesondere 
weniger als 150 nm, aufweisen. 

37. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass die 
15 Liposomen unilamellar sind. 
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